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的免疫印迹法的建立、利用建立的方法对 AsⅣ含量的测定及 ELISA 方法对测定
结果的验证。主要实验结果如下： 
（1）间接竞争 ELISA 对抗 AsⅣ的杂交瘤细胞分泌单克隆抗体的特异性的
鉴定结果表明产生的抗体对 AsⅣ具有高度的特异性，竞争效果明显，该杂交瘤
细胞可用于腹水抗体的制备； 
（2）通过腹水诱导法大量生产单克隆抗体，所得腹水经 Protein G 亲和层析
柱纯化，共收获抗体 27.3 mg，平均每只小鼠产量为 9.1 mg。经 MALDI-TOF-MS
和 SDS-PAGE 鉴定表明，所获得的抗体纯度很高，可用于后续测定；（3）应用
上述的抗 AsⅣ单克隆抗体成功建立了快速检测 AsⅣ的免疫印迹方法。PES 膜的
展开剂组成为乙腈-水-冰醋酸（25:75:1, v/v/v），免疫染色时单抗的 适浓度为 20 
μg/mL； 
（4）将新建立的免疫分析方法应用于对黄芪药材中 AsⅣ的含量测定，定量








































Astragaloside Ⅳ (AsⅣ) is one of the major bioactive saponin components in 
Radix Astragali and it is often used as the quality standard to evaluate Radix Astragali 
and its preparations. Modern pharmaceutical researches have showed that AsⅣ has a 
wide range of pharmacological effects, such as immune regulation, organ protection, 
reducing blood sugar, anti-aging, anti-virus, and so on. Therefore, it has a good 
perspective on new drug exploitation. 
This study aims to establish an immunoblotting test (or dot blotting) with 
polyethersulfone (PES) membrane as carrier in rapid detection of AsⅣ based on 
specially prepared anti-AsⅣ monoclona antibody (MAb). 
 This work mainly includes: production and identification of anti-AsⅣ MAb 
based on this lab’s previous work results, establishment of an immunoblotting test 
using the above-produced anti-As Ⅳ MAb, trial determination of the As Ⅳ 
concentration in Radix Astragali, and validation of the results by ELISA. The main 
experimental results are as follows:  
(1) The specific identification of anti-AsⅣ MAb demonstrated that it had a high 
specificity against AsⅣ and the competitive effect was obvious;  
(2) Large-scale MAb production was performed by the generation of ascites in 
mice. The ascites was purified by a Protein G immunoaffinity column. The harvest of 
the purified MAb was 27.3 mg, the average product was 9.1 mg per mouse. The 
purity of the anti-AsⅣ MAb was determined by MALDI-TOF-MS and SDS-PAGE;  
(3) The immunoblotting for rapid detection of AsⅣ based on the anti-AsⅣ 
MAb was established. The developing solvent system was acetonitrile-water-acetic 
acid (25:75:1, by volume). The optimum concentration of primary antibody for 
immunostaining was 20 μg/mL;  
(4) The immunoblotting method was applied to determine the concentration of 
AsⅣ in Radix Astragali and the detection range was from 0.25 μg to 2.0 μg. The 
analyzed results of dot blotting and ELISA were compared, which were in a good 
agreement (error rate 3.1%).  
The results of this study indicated that the immunoblotting method for rapid 
detection of AsⅣ based on anti-AsⅣ MAb is feasible. Compared with HPLC, the 















environmental protection. Aside from determination of AsⅣ in radix, this method 
also can be used in the detection of AsⅣ in all kinds of compound Chinese patent 
medicine and apparently has a high feasibility in the quality control of TCM products, 
herbal plant exploitation and pharmaceutical practice. The establishment of this 
method provides a valuable quantitative method and reference for the detection of 
other bioactive components in TCM and it provides a possible new way for quality 
control and modernization of TCM as well. 
 



















黄芪植物在我国有 130 余种，可做药用的有 10 种左右。我国药典规定，药
用黄芪为豆科植物蒙古黄芪 Astragalus membranaceus（Fisch.）Bge. Var. 
























甲苷在黄芪药材中含量较少（一般质量分数含量为 0.04% ~0.1%）[3]。 
多糖类成分  黄芪的多糖成分主要有葡聚糖和杂多糖。黄芪中所含的杂多糖
图 2 黄芪饮片 
Fig.2 Astragalus root slices 
图 1 黄芪药材 


















黄酮类成分  研究表明，至今大概分离得到将近 40 种黄酮类化合物[4]。其








其它成分  黄芪中含有 γ-氨基丁酸、天冬酰胺、天门冬氨酸、苏氨酸、丝氨
酸等 25 种氨基酸。此外，黄芪中还含有生物碱、甾醇类物质、叶酸、亚麻酸、


























































AsⅣ的正性肌力作用可能与米力农和毒毛花苷 G 相似[7]。 
胡炯宇等研究了 AsⅣ和槲皮素对缺血心肌细胞的保护作用。结果显示，As
Ⅳ、槲皮素能有效保护缺氧心肌细胞，减轻损伤程度，其作用优于维生素 E。As
图 3 黄芪甲苷的化学结构式 
Fig.3 The chemical structure of astragaloside Ⅳ 










































































效的清除鸭体内和 HepG2 感染细胞内病毒表达量，AsⅣ对 Hep G2 感染细胞上







1.2.3.1 高效液相色谱法（HPLC 法） 
HPLC 法因其分离度好、灵敏性高，适用范围广等优点，已广泛用于 AsⅣ
的含量测定、稳定性、药理和临床研究中。 
（1）HPLC-uv 法：目前 HPLC 法 常用的检测器是紫外检测器。苏瑞强等
[30]采用 HPLC 法测定黄芪甲苷的含量，色谱柱为 YWG-C18 柱（3.9 mm×250 mm，
5 μm），流动相为乙腈-水（1:2.3），检测波长为 203 nm，结果线性范围为 0.86~5.27 

















光检测法测定黄芪精口服液中 AsⅣ的含量，色谱柱为 Hypersil ODS2（4.6 mm×
200 mm，5 μm），流动相为甲醇-水（67:33），结果 AsⅣ线性范围是 1~5μg/mL，
回收率为 98.1%，RSD 为 2.02%。该法简单方便，重现性好，灵敏度高，结果准
确可靠。 
（3）RP-HPLC 法：路玫[32]等采用 RP-HPLC 法测定黄芪注射液中 AsⅣ的含
量。色谱柱为 Nove-Pak C18，流动相为乙腈-水-磷酸（1:2:0.1），检测波长为 203 nm，
柱温为 40℃。实验中将样品蒸干，采用水饱和的正丁醇溶解，用氨试液洗涤后







[33]等采用 HPLC-ELSD 法测定蒙古黄芪中 AsⅣ的含量，以 Diamonsil C18 为色谱
柱，流动相为乙腈（A）-水（B），梯度洗脱。流速：1.0 ml/min；ELSD 检测器





问题。顾泳川等[34]建立 HPLC-MS 法测定大鼠尿中 AsⅣ的含量，并对其尿药动
力学进行研究。采用 Diamonsil TMC18 柱为色谱柱；乙腈-水（40:60）为流动相；
电喷雾离子化接口的四级质谱检测器，内标为地高辛，选择性离子检测（SIM）。
实验中尿样加入地高辛混匀离心后，上清液通过已活化的固相萃取小柱，用 3 mL
水淋洗，残渣用 2 mL 甲醇洗脱，N2 吹干后用流动相溶解。该法专属性好，方法





















（1）普通 TLCS 法：王小明等[35]将样品超声提取后，在硅胶 GF254 板上以
氯仿-醋酸乙酯-甲醇（8:6:0.8）展开，254 nm 紫外光灯下定位，双波长（λs=228 
nm，λR=370 nm）反射式锯齿扫描测定，平均加样回收率为 99.5%，RSD 为 2.5%。
该法能准确快速地测定提取液中的 AsⅣ含量，取样量少，提取过程简单，可不
经显色直接扫描测定，且方法重现性好，操作简单易行。 
（2）高效 TLCS 法：普通 TLCS 法的稳定性、重现性相对较差，灵敏度较
低。王荣等[36]采用高效 TLCS 法测定愈肝扶正胶囊中 AsⅣ的含量，将样品置索
氏提取器中加甲醇回流提取，乙醚脱脂，无水正丁醇提取后蒸干，残渣用甲醇溶
解，在高效硅胶 G 板上以三氯甲烷-甲醇-水（65:35:10）为展开剂展开，硫酸乙




甲醇溶解，在硅胶 G 板上以 CHCl3-MeOH-H2O（7:3:9）为展开剂展开，反射法
单波长（λ=525 nm）锯齿扫描，狭缝 1.2 mm×1.2 mm，背景补偿，线性校正
CH=9，SX=3。结果 AsⅣ线性范围为 1.58~7.9 μg，加样回收率为 97.28%，RSD

























果黄芪甲苷与茴香酸的反应产物的 大激发波长为 Ex=320 nm， 大发射波长为




甲苷的含量。结果黄芪甲苷与香草醛的反应产物的 大激发波长为 Ex=365 nm，




严重，HPLC 法和 TLCS 法因操作简单、快速、灵敏度高、重现性好而优于其它











（monoclonal antibody，MAb）”[41]。它是由一个 B 淋巴细胞克隆产生的抗体，
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